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Beschrelbung 

Die Erfindung betrrffi etn Verfahren und eine Vbr- 
richtung, urn mikroskopische Objekte, insbesondere 
btoioglsche Objekte. einzelne Zellen. ZeDverbanden 
Oder Zellbestandtefle Oder Makromolekute in defirrierter 
Lage nach vorgebbaren Temperaturprogrammen in fla- 
chigen, ggf. raumfichen Mustern, zu kryokonservieren, 
in tjefgefrorenem Zustand zu verandern und urrter Beh 
behaitung der VrtaQtat der Zellen wieder aufzutauen. 

In der Medizintechnik, bei der Anlage von Zei I ban- 
ken und in der btologisch-phannazeutiscrien Forschung 
werden seit Jahrzehnten Zellen eirtgefroren und nach 
vorgegebenen Prozeduren wieder aufgetaut, ohne daB 
cfie Lebensprozesse bei zummdest einem Teil des kryo- 
konservierten Materials inreversibel gestort werden. Zu 
rJesem Zweck warden die Zellen zumeist in einer 
Losung suspencfiert und in Mikrotubes etngefroren (R. 
Ian Freshney: Tierische Zellkufturen, Walter da Gruyter 
1990, S.221). Die Losungen werden mrt Substanzen 
versetzt, die die ESskristaiibiidung beeinllussen (soge- 
rtannte KryokDnservi erungsmitteln wie z.B. Dimethyl- 
suttoxid, Glyzerin). Diese Techrtiken haben sich bewahrt 
und fQhren bei sachgerechter Anwendung zu Oberle- 
bensraten zwischen wenigen Prozent und nahezu 
100%. Da das Zeflgut bei sehr vielen tradition alien 
Anwendung en nach dem Auftauen zuerst in Kultur 
genommen und stark vermehrt wind, spieK cfie Uberie- 
bensrate nach der KryokDnservi erung cfleser Art eine 
untergeordnete Rolle. Das setzt aiierdings voraus, daB 
genOgend Zellen zur VerfOgung stehen. 

Bei der immer selektiver werdenden Arbeitsweise 
der Zeflgewirmung in der Medizin, Genetic oder Moleku- 
larbiologie ist das jedoch mrt steigender Tendenz nicht 
mehr der Fan. Ate ein Be*spiel sei die gezierte geneti- 
sche Verand erung lebender Zellen genanrrt. die nur bei 
elnzelnen Zellen zum tatsachlich gewunschten Ergeb- 
rris fQhrt Mil gesonderten Auswahrverfahren (Scree- 
ning) werden diese Zellen isotiert und stehen fur weitere 
Anwendung en zur VerfOgung. Eine derartige Anwen- 
dung steDt die Hybridomzellengewlnnung dar (B. 
Gustafsson, Cryopreservation of Hybridomas, in 
"Methods in Molecular Biology, Vol.5, Eds. J.W.PoDard 
and J.M. Walker, 619-621), wie sie zur Produktion 
monoklonaler Antikor per z.B. Krebstherapie erforderiich 
und QbGch ist, bef der in der Regei nur ganz wentge Zel- 
len aus Zeltparchen (Lyrrtphozyt, Myelomzelle) gebiWet 
und kryokonserviert werden mQssen. Qerade bei den 
hter uttichen geringen ZeSzahlen ist eine Kryokonser- 
vfeaing nur bedingt moglich (R. Ian Freshney: Tierische 
Zellkufturen, Walter de Gruyter 1990, S.221), da beim 
Umgang mit den auftretenden Wei n en LOeungsmengen 
und der Wiedergewinnung der Zellen groBe Schwierig- 
kerten entstehen. Werterhin ist eine indrviduelle Hentffi- 
zierung der Zellen bei Suspensions! echni ken nicht 
moglich, was jedoch bei den oben genannten Verfahren 
gefordert ist. 

Als besonders nachteilig erweist sich beim Elnfrie- 



ren von Zellen in ZeDsuspensionen der Gradient der 
Tenperaturverteilung in der LOsung, da die Einfrierbe- 
cGngungen fur die Einzeizalle nicht bekannt bzw. sehr 
unterscNedlich sind, weil der en Position in der Suspen- 

5 sion undefiniert ist und nicht konstant bleibt (M.J. 
Ash wood -Smith and J. Farrarrt, Low Temperature Pre- 
servation in Medicine and Biology, Kent, England 
(1980)). Die Reproduzierbarkert der Bedingungen und 
damrt die Standarcfisierung ist jedoch in zunehmendem 

to MaBe wichtig, wenn nach der Kryokonservierurrg mit 
Emzetzellen werter gearbertet werden sofl. 

Eine modH izlerte Art der Kiyokonservierung, spezl- 
eil fur adharente Zellen, ist die Konservierung von auf 
Oberf lachen aufgewachsenen Zellen (T. Oh no, A simple 

75 method for in situ freezing of anchorage-dependent 
cells. In: A. Doyle, J.a Griffiths, D.G. Newell, Cell and 
Tissue Culture. John Wiley & Sons, S. 4C2.1). In der 
Regei werden dazu auf geetgneten Substraten (behan- 
delte QJas- oder Plastikoberl lachen) dQnne Zellschicb- 

20 ten, sogenannte Zeilmonolayer, aufwachsen gelassen 
und nachfoigend als Zellrasen eirtgefroren und aufge- 
taut Dieses Verfahren hat den Nachteil, dafi der Zellbe- 
wuchs zufaflig erfolgt und die EinzeizeJie auch hier 
schwer Qber den Kryozeitraum hinaus lokaiisiert wer- 

25 den kann. Da bisher zum Aufwachsen sogenannte 
Mikrotiterplatten verwendet werden, kflnnen auch hier 
ketne ortsdefinierten Bedingungen erreicht werden. 
Hinzu komrnt daB das Verfahren nur fur adharertt 
wachsende Zellen anwendbar ist. 

30 Es ist bekannt, und wind zur Kryokons ervi erung von 
Zellen fur cfie □ektrorenmikroskopie (J.R.Harris, Elec- 
tron Microscopy in Biology, IRL Press (1991) genutzt. 
daB Zellen r> Mikrotropfen Qber DOsen in eine stark 
unterkQhlte Atmosphere eingesprQht werden kOrmen 

as (H. Plattner, W.W. Schmrtt-Fumian and L Bachmann, 
Cryofixation of singe cells by spray-freezing. In * E.L 
Benedetti and P.Favard, Freez-etching. Techniques and 
Application, Soc. Franc. Microsc, Electron ique, Paris 
1973, 81-100) und auf diese Weise sehr schnell gefrie- 

40 ren (Kuhlgeschwindigkeiten von bis zu 10 000 °C/s). 
Dieses Verfahren hat Jedoch den Nachteil. daB die Zel- 
len in einen Lagerbehalter oder eine Kryoflussigkeit 
ohne definierte Lagebeziehung fallen. Eine gezierte 
Kombi nation von Zellen und deren indrvidueDe Identifi- 
es zi erung ist nicht mflglich. 

Dabei konnan MikrotropfenschuBeinnchtungen 
benutzt werden, wie sie z.B. bei Druckem zur Erzeu- 
gung von TmtentrOpfchen, aber auch zum Aufbringen 
von Klebern und anderen Flussigkeiten auf Oberf lachen 

so bekannt sind. Auch das VerschieBen von Zellen in 
Mikrotropfen ist bekannt und wind in Zeiteortiergeraten 
angewendet (M.R. Melamed, T. Lindmo and M.L Men- 
delsohn (Eds). Flow Cytometry and Sorting. J.Wfley. 
New \brk (1990), 171 -179). Die Zellen werden hi erbei 

ss einzeln in Mikrotropfen verschossen. Qber eine Ablenk- 
vorrichtung (z.B. eJektrische Felder) raumlich sortiert 
und in SammelgefaBe oder auf Zeilkultivierungssub- 
strate aufgebracht Auch hier mit ist kelne indMduelie 
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Handhabung der Objekte mogfich, weil groBere Zell- 
mengen (1000 bis 1 000 000 Zellen) in relativ groBe 
GsfABe soiiiert word en. 

Gegenuber diesem Stand der Tecnnik liegt der vor- 
liegenden Erf indung die Aufgabe zugrunde, ein Verfah- 
ren und eine Vbrrichtung anzugeben, mit denen es 
moglich 1st, mikroskopische Objette* insbesonder e bio- 
logische Objekte, einzelne Zellen, Zellverbande Oder 
ZeObestandteile oder MakromoJ ekQlsuspensionen 
reproduzierbar. geordnet und lagefbdert einzufrieren, zu 
bearbeiten und zu ein em spateren Zertpunkt unter Bei- 
behaJtung der Vitalitat wieder aufzutauen, wobeJ eine 
individuelle Iderrtrfizierung der eingefrorenen und kryo- 
konservterten Objekte moglich sein soil. 

Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der 
Patentanspruche 1 und 19 geldst. Vbrteflhafte Ausfuh- 
rungsformen ergeben sich aus den abh&ngigen 
Anspruchen. Diese konkretisieren und erweitern den 
abstrakten - von Anspruch 1 und 1 9 in seinen tragenden 
Merkmalen umrissenen - Qedanken des gezieften Abie- 
gens von biotogischen Objekten in Mikrotropfen auff 
eine temperierte und gegebenfalls mikrostrukturierte 
Substratoberfiache, die Modifizierung der Oberf lachen- 
schichten oder Zellen im Zustand eines FestkOrpers, 
ihre Lagerung und das spatere Auftauen. 

Das gezieite Abiegen der biotogischen Objekte, die 
insbesondere durch Zellen gebildet weiden, kann rrtit- 
tela VerschlieBen durch eine IVfikrotropfenschu Beinrich- 
tung oder durch Position] eren mittels elner Kapillare 
oder einer Tragersprtze erfolgen. tm letzteren Fall wird 
an der Spitze, zum Beispiel der Kapillare. ein Mikrotrop- 
fen mit dem biotogischen Objekt angehdngt oder 
erzeugt Die KapiBare oder Trdgerspitze ist mit einem 
steuerbaren Geschvvindigkeiteprofa in bezug auf die 
Substratoberfiache bewegjich. 

Die erfindungsgemdBen Verwendungen der Vbr- 
richtung und des Verfahrens sind im Anspruch 29 
erfaOL 

Durch Vereinzeln oder Gruppenbildung der sich in 
einer Umrtultungslosung befindlichen mikroskopischen 
Objekte bzw. durch Portionieren der UmhOllungslosung 
und damrt EinschluB der Objekte Oder der MakromoJe- 
kDJe oder Porttonierung der re in en UmhOllungslosung in 
Mikrotropfen (PikoSiter bis wenige MOcofiter) beim Auf- 
bringen auf eine, auf die Temperatur T 1 eing est elite 
Substratoberfiache, welche so geregeft 1st. daB die 
Mikrotropfen beim Auftreffen auf die Substratoberfiache 
ortstreu anhaften und gefrieren. warden die sich in den 
Mikrotropfen befind lichen mikroskopischen Objekte 
bzw. Makromolekflle kryokonserviert. Unter biotogi- 
schen Objekten sotlen insbesondere einzelne Zellen, 
Zeflverbdnde und Zeiibestandteile verstanden werden. 
Durch WahJ und gezieite Steuerung der Temperatur T 1 
des Substrate konnen zeitliche KQhlgeschwindigkeiten 
von wenrgen °C/min. bis zu ein i gen Tausend °C/sek. fOr 
die Abkuhlung der auftreffenden Mkrotropfen erreicht 
weiden. Durch zeitliche und raurrdiche Steuerung der 
Vereinzelung und des Aufbringens auf die Substrat- 



oberfiache konnen wohldefinierte Lagebeziehungen 
der Mikrotropfen und entsprechend der darin einge- 
schtossenen Objekte zueinander und zum Substrat 
erreicht werden. Nach dem Aufbringen der Mikrotropfen 

5 lessen sich die Substrate Ober vorgebbare Temperatur- 
veriaufe auf eine Lagertemperatur T 2 oder Beaibei- 
tLi ngstemperatur T 3 bring en, die erfahrungsg emft 6 
unterhalb -80*C, hftufig bei -196 °C liegen wird. FOr 
kurzzeftge Lagerung und Behandlungen sind auch 

jo h oh ere Lagerternperatu ren mogfich, die in jedem Fall 
aber unterhalb des Gefrierpunktes der Umhullungsto- 
sung liegen. 

Unter UmhOllungslosung weiden prinzipiell aPe 
Losungen, Losungsgemteche, Seren oder Kuitur ma- 
rs dien verstanden. UmhuBungsiosungen fur biologische 
Objekte soflen deren Vitalitat gewahrleisten, wohinge- 
gen fQr MakromdekOle aRe Losungen und Losungsge- 
mische denkbar sind. Auch soil, werm von 
eingeschtossenen mikroskopischen Objekten die Rede 

20 ist, jedes irgendwie geartete Objekt. dessen Abmes- 
sungen W einer als der der Mikrotropfen ist, gemeint 
sein, also auch insbesondere Liposome, LatexpartD®! 
und andere Mikropartikel. Selbst Umhullungslosungen 
bestehend nur aus einer oder mehreren chemischen 

25 Kbmponenten ohne oben genannte Objekte scilen an 
sich hier unter den Begrrff Objekt fallen. 

Die Temperierung der Substratoberfiache kann vor- 
zugsweise mittels bekanntem Kuhlelemerrt (Pelterde- 
ment) oder durch Kontakt mft kryogenen ROssigkeiten 

so (z.B. f iussigem Stickstoff) erfolgen. Die Temperatur der 
verschossenen UmhOllungslosung soli fOr biologische 
Objekte in physioJogjschen Bereichen liegen. 

Eine bevorzugte Vbrrichtung zum Vereinzeln und 
Aufbringen der biotogischen Objekte sind Mikrotropfen- 

ss schu Beinrichtungen, die insbesondere auf dem Prinzip 
des plezoeiektrischen Effekts beruhen. wobei durch 
eine zeitlich und raumfich frei wahfbare Posrtionierung 
von MikrotropfenschuBeiraichtung und Substratoberfia- 
che zueinander und eine zeitliche Steuerung des Ver- 

40 einzel- und Aufbringprozesses die Mikrotropfen in 
gewOnschten Staikturen oder Posrtionen auf die Sub- 
stratoberfiache gebracht werden konnen. Durch diese 
M i krotropfensch u Bein richtung en werden Mikrotropfen 
gleicher GroBe erzeugt, die weserttlich fur die reprodu- 

45 zierbare und def inierte Kryokonservierung sind. 

Bei einer waiter en AusfDhrungsform wird das Ober- 
fuhren der Urnhullungslosung und damrt der ernge- 
schlossenen mikroskopischen Objekte und Makro- 
molekulen in Aerosol en (Mikrotropfenwolke) durch 

so bekarmte SprOhverfehren bevorzugt, wobei die Aero- 
sole auf die gekuhite Oberf lache gespruht werden und 
dort dunne und gefrorene Schichten bflden. Auch hier 
ist eine zeitBche und auch rflumliche Steuerung des 
Aufbringens moglich. 

ss Unter raumiicher und zeWicher Strukturierung soil 
insbesondere eine zwei- und dreidimensionale 
Anordung der Mikrotropfen auf der Substratoberfiache 
verstanden werden, wobei die Mikrotropfen gleicher 
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Oder unterscNedGcher UmhuilungslOsung eein 
und/oder gletche Oder ijnterschiedliche rrekroskoptsche 
Objekfe und MakromotekOle enthaften kOnnen. Durch 
das Gefrieren der UmhullungsJOsung ist cfie erfindungs- 
gemaBe technische Lohre geeignet, raumliche Struktu- 5 
ren unterschiedlicher biotogischer Objekte. Makro- 
moJekQJe odor auch nur unterschiedlicher UmriQJIijrigs- 
losungen reproduzierbar, defirttert, lagefixiert und 
geordnet zu erzeugen. Die freie Kombinierbarkert 
ermOgticht es scrrtit. bisher nicht reaJisierbare Struktu- w 
ren stabi zu erzeugen. Durch das Auftauen der auf cfie 
Substratoberflache aufgebrachten Strukturen tormen 
die unterschiedlichen Komponenten der Strukturen mrt- 
©nartder in Wechsetwirkung gebracht werden, wobei 
chemlsche Reakttonen ablaufen Oder biologteche is 
Objekte untereinander Oder mit der veranderte Umge- 
bung in Wechselwirkung treten kdnnen oder auch nur 
das Auftauen von biologischem Material urtter anderen 
Bedingungen als beim Gefrieren erfolgen kana Derar- 
tige Asymmetrten zwtschen Elnfrier- und Auftaubedin- 20 
gungen, treten bei den bekannten Kryoverfahren zum 
Tail zwangslauf Ig auf, lassen sich aber nicht wie in dam 
hier beschriebenen vertahren variieren und reprodu- 
zierbar wlederholen. 

Das Substrat, auf das die Mikrotropfen mit den Zei- 2s 
I en aufgebracht werden, kann aus Glas, Plastik, Metal I, 
htelWertern, Keramiken oder anderen ternperaturgradi- 
emenbestandigen MateriaDen bestehen. Im einfachsten 
Fall handeft es sich urn eine glatte. unstrukturierte 
Oberflache, auf cfie die Tropfen in festiegbarem Abstand 30 
zueinander aufgebracht werden. ZweckmA Btgerweise 
strukturiert man cfie Oberf lache des Substrates jedoch, 
um einersehs ein Lokalisieren und Wiederftnden der 
Z alien zu ermoglichen, andererseits die Separierung, 
selektive Verrnessung der Zellen, oder den Einf rier- und as 
Auftauprozass zu urrterstutzen und zu ermOgllchen. In 
diesem Zusammenhang bieten sich vor all em Substrate 
einer GrOBe von einigen QuadratmllDmetern bis zu einl- 
gen Quadratzentimetem (z.B. Halbterterwafer, Halblei- 
terchips) an. die mit den Method en der 40 
Halbteftertechnologle strukturiert worden si rid. Insbe- 
sondere die guten Ternpemtudeiteigenschaften und die 
Magflchfeeft der raumlfchen Strukturierung im MQeome- 
ter- und Submikrorneterbereich tavorisi eren Silizium 
und seine Oxide sowte and ere Haiti eftersubstrate, aber 45 
auch Metal I e und Keramtken als Basismaterial. 

Unter Mikrostrukturierung wild hier verstanden, 
daB sich AushGlungen, Kartale, Bructen, DurchbrOche 
Oder ErhOhungen, einzetn oder in Must em bzw. in sich 
abwechsefnder Folge auf der Substratoberflache bef in- so 
den. deren Abmessungen in der Reg el der Gr&Be der 
Zellen oder Mikrotropfen entsprechen bzw. f einer oder 
grOber ausgefGhrt werden. Typische Ma Be fQr tierische 
Zellen smd 5 bis 100 ^rrt Im Fade von Bakterien, Myco- 
plasmen. Wen oder ahnfich W ein en Partkein handeft ss 
es sich um Strukturierung en im Mikrometer und Submi- 
krometerbereich. 

Diese Strukturen eriQDen erf'mdungsgemaS die fbl- 



genden Aufgaben: 

mechanische Abgrenzung der Mikrotropfen gegen- 
einander (z_R Verhinderung einer Tropfensprei- 
tung). Erhaitung iftrer IndivtduaGtfit u.a. auch 
hinsichtlich des Auftauens in einer Flussigkeit, die 
die gesamte Substratoberflache benetzt oder auch 
raumliche Rxierung zum Aufbringen welter er 
Mikrotropfen (mit und ohne ZeBe) auf die Stelle, auf 
der sich ein Vbrgangertropfen befindet 

Installation von Vermessungselementen. wie z.B. 
Elektroden, optische und and ere Sensor en etc 

Aufbringen von Wentifikationsmarki'erungen, wie z. 
B. Zahlen, Quadranten, Linien etc., zur Orientie- 
rung des Betrachters auf der Substratoberflache. 

Unterstutzungselemente zum definierten Abtrag 
von angefrorenem Material Oder zum Aufbringen 
werterer Schichten auf die tropfenbesetzte Oberf la- 
cha Als BeispieJ kfinnen Waite zwischen den 
Mikrotropfenreihen angesehen werden, die die 
Tropfen hflhe Qber- oder unterschreiten und bis zu 
deren HOhe durch mechanisches Oder anderes 
Abtragea gefrorene Schichten entfemt bzw. aufge- 
tragen werden kortnen. 

Hafterung der Objekte nach dam Auftauen in einer 
definierten Position (z.a uber elektrische FeJdka- 
frge, die mitt els Uftrarrakroelektroden erzeugt wer- 
den) oder Transport der Objekte zu festJegbaren 
Often (in Mikrokanalen, mitt els Pumpsystemen). 

Weiterverwendung des Substrate als komplexes 
MeB-. Dosierungs- oder Kurtivierungssystem vor 
und nach dem Einfrieren bzw. Auftauen, sodaB es 
die Funktion eines Mikrolabors erfOlit Das kann 
erreicht werden durch Integration gangiger HalHei- 
terchips (die Pumpen, Sensoren, aktive Bauele- 
mertte wie FETs und LED's enthalten) In die 
Substratoberflache direkt Oder als Hybridsystem 
oder auch unmrtteibare Nutzung solcher Halbieiter- 
chips. 

motffizieren, abbauen oder aufbauen von Oberf IA- 
chenteilen der Mikr o tropfe n nach dem Einfrieren 
(z.B. durch Laser-Ablation oder AufschieBen werte- 
rer Mikrotropfen), 

- festlegen der hydrophob/hydrophflen Balance auf 
der Mikrometerskata (z.B. durch lokaie Beschich- 
tungen mit Tensiden, Amphoteren) oder Erzeugung 
von Gracfienten oder Mustern auf der Oberf lache, 

- Anpassung an optische, spektroskopische Oder 
andere MeB- oder Auswerteeinheten. (z.B. bezGg- 
lich raumOcher AuftGsung, Absorptionseigenschaf- 
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ten), 

geometrische Standard sserung oder Automatize- 
rung der quantitativen Auswerteverfahren und ihre 
eflizierrte technologist e und Okonomische Her- 
stellung (z.B. Hersteflurtg gleicher Anordnungen 
durch Schablonen), 

Integration von Bementen. die auch im tiefgefrore- 
nen Zustand eine Lokallsierung der rrrfkroskopi- 
schen Objekte, Zellen und Mikrotropfen, sowie 
deren Vermessung ertauben. Denkbar sind ftuores- 
zenzmarkierte Strukturen, die auch im Eis und in 
der KGhtflOssigkert sichtbar gemacht werden kfin- 
nen, oder Elektrodensysteme, 

Installation von Elementea die ein Aufbringen wei- 
terer Substrate (strukturiert oder unstrukturiert) 
oder Abdeckungen in der Art einer Sandwich- Bau- 
weise auf die gefrorene Mikrot ropf enstru ktu r 
gestattea 

ErfcKJungsgemaB ist es moglich, bei einer oderver- 
schiedenen Kuhltemperaturen an dam bereits mit 
Mikrotropfen und Zellen beauflagten Substrat Verande- 
rungen vorzunehmen. So konnen parallel zur Zeiltrop- 
ferrverschieBung uber wertere Mi krotropfensch u Bsys- 
teme Flutde auf dieseibe St el I e, ubereinander oder 
nebeneinander gebracht werden. Das hat den Vorteil. 
da 8 die Losungszusammensetzung, mit der die ZeDe 
beim Einfrieren in Verbindung kDmmt, beim Auftauen 
durch eine ganz anders zusammengesetzte Losung 
ersetzt wird. Eine entsprechende Asymmetrie der 
Losungsz usammensetzu ng ist mit anderen Kryokon- 
seivierungsverfahren fur Zellen in dieser Variabilitat und 
raurrdichen Dimension nlcht moglich. 

Die Kuhlung des Substrats auf sehr niedhge Tem- 
peraturen (< - 100 bis - 273 °C) erlaubt zudem die 
schnelteten Einf ri erg eschwi ndtg kerten , die bisher uber- 
haupt erreicnt werden konnen. Je nach TropfengroBe 
und deren Deformation beim Auftreffen auf die Sub- 
stratoberf lache, sowie deren Strukturierung lassen sich 
AbkQhlgeschwindigkBrten von wenigen bis zu mehreren 
Tausend Qrad/Sekunde erzielen. 

Ein besonderer Vorteil entsprechender Substrate 
ist deren Warm- und KaltstenlisierbarkBrt, ggf. auch Rei- 
nigung mittete Ultraschall, die sterile und Wirrisch cali- 
che Bedingungen gamntieren. 

Ein en wesentfichen Aspekt der Erf indung stent cfie 
Musterbildung der Mikrotropfenverteilung auf der Sub- 
stratoberf lache und cfie daraus resuHierenden Mikroob- 
jektanordnungen dar. So konnen verschiedene Zellen in 
W einer aber auch sehr groBer Zahd in unmittelbarer 
Nachbarschatt aufgefroren werden. deren Wechselwir- 
kungen jedoch erst nach dam Auftauen beginnen kon- 
nen. Das Venahren und die Vbnichtung sind deshalb 
geeignet medizinisch-diagrtostische als auch biotech- 
ndoglsch-pharmazeufeche Test- und Sensorchips vor 



ihrem Einsatz zu prapari eren und uber langere Zeit- 
raume in unveranderter Lagef ixierung und unter Beibe- 
haitung der Vrtalrtat der ZeUen zu lag em und zu 
verschicken. 

5 Mrt den gangigen MQvo1ropferiscrtu8vorricrmjngen. 
insbesondere nach dem piezoelektrischen Prinzip, las- 
sen sich SchuBfrequenzen bis in den kHz-Bereich 
erzeugen. Dam it ist eine Automafeieaing, Rechner- 
steuerung der Musterbildung und Zielanordnung. als 

io auch das Aufbringen groBer Zellzahlen (einige Millionen 
Zellen pro Stunde) in kurzer Zeit mit hoher Prazision 
moglich. Es ist jedoch auch eine Ablenkung der Mikro- 
tropfen mittels kurzzeitig ansteuerbarer Elektrodensy- 
steme denkbar, wie sie z.B schon beim Etedroprintlng 

is oder bei den bereits genannten Zellscrtjergeraten ein- 
gesetzt werden. 

Die freie ZuganglJchkert der Mikrotropfen auf der 
Ob erf lache erlaubt es zudem, im eingefrorenen 
Zustand Materiafien des Mfcrotropfens oder der Zellen 

20 zu entfemea auszutauschen oder aber stand essen 
andere MateriaOen (z.B. genetisches Material, Enzyme* 
Membranmaterialien etc.) hinzuzufQgen. Es kann sich 
dabei sowohJ urn sehr Meine Bereiche (Mikrometer, 
Nanometer), als auch um den ganzen Mikrotropfen 

25 oder das Substrat urrrfassende Flachen handeln. Auch 
hierbei kann das Aufbringen des Materials uber Mikro- 
tropf enschu Bei nrichtungen erfolgen. Moglich sind wei- 
terhin das Aufbringen aus einer Aerosol- Oder 
Dampfphase, Sputtern in einer Gasatmosphare oder 

so Niederschlag im vakuum von einem Target Auch das 
Abtragen von gefrorenen Ruiden kann im Vakuum erfol- 
gen. Dieser Prozess kann bis zur Gefriertrocknung und 
dem Gefrieratzen gefOhrt warden. 

Zwecks mechanischer Stabilitat oder zum Errei- 

35 chen bestimrnter Obefftacheneigenschaften an Grenz- 
flachen, kOrtnen auf den Substrattrager vor oder nach 
Einstellen der Temperatur T n (mit oder ohne Mikrotrop- 
fen) uttradOnne Rime auf vorii agenda Oberflacnen- 
schichten aufgebracht werden, so daB sich nach dem 

40 Auftauen mischbare und/bder nicrttmischbare oder sich 
entmischende RQssigkerfcsbereiche herausbilden. 
Qemeint sind neben anderem z.B. der Wechsel von 
hydrophOen- und hydrophoben Russlgkeften, aber auch 
dunne Korrtaktschichten, die die Verbindung zwtschen 

45 dickeren, aufgebrachten Objekten und dem Basfetrop- 
fen herstellen. 

Das Verfahren erlaubt es auch, mehrere Zeflschich- 
ten Qbereinander oder durch Trennschicfiten zueina ri- 
der isoiiert aufzubringen. Es konnen auf einem Substrat 

so beiiebig viele verschiedene Median nebeneinander auf 
Meinster Rache aufgebracht werden. Damrt lassen sich 
Losungszusa mmens e tz ungen in Meinsten Arrays 
testen, evt. auch durch nachtragtiches Aufbringen von 
Substanzen in verschiedener Konzentration (z.B. auf 

55 verschiedene Formufierungen). Eine Anwendung die- 
ser Testsysteme ist das Pharrna- und Pflanzenschutz- 
mittel- bzw. Schadstoffscreening. 

Ein wesentlicher erfinderischer Teil des Verfahrens 
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ist die Vertagerung einer Vielzahl von Verfahrensschrrt- 
ten in den Tieftemperaturbereich, unter dem im folgen- 
dan der Tempereiunbereich verstanden wird, dar sich 
von der Gefriertemperatur der UmhuBungsiosung bis 
nana dem absofuten Nullpunkt der Tamparatur 5 
erstreckt Dieser Bereich ertaubt es> die in und um 
iebande Mikrosysteme Qblicherwoiso flOssigen und 
serrtiflussigen Mater i alien (Zytoplasma etc.) fn den 
Zustand eines Festkorpers zu uberfuhren. Erst dadurch 
warden Manipulation en an und in Zellen mOgfich, die 70 
bei physiologischen Temperaturen unabdingbar zum 
Vertust der Vrtalrtat fQhren wOrden odor a us ZeitgrCnden 
unmOglich sind. Die Gberfuhrung der Zellen in den Fest- 
kOYperzustand ermOglicht es, lebende Systeme rtahezu 
ohne zeitDchen Druck und unter Beibehaltung der Vita- 75 
litat in wesentlichern Ma3e zu verdndem und wird im 
tolgenden unter dem Begriff TlettemperatunZytochirur- 
gpe w zusammengetaSt. 

Bevcrzugte AusfOhrungsbeispiele der Erfindung 
werden nachfolgend unter Bezugnahme auf die beilie- 20 
genden Rguren naher erlautert 

Flgur 1 zeigt den schematiscrien Aufbau der Vor- 
richtung im Schnitt Aus einer Mikrotropfenschu S- 
vorrichtung (11) werden jeweite einzelne Oder ss 
wenSge Zellen mit einer UmhODungslGsung (12) in 
Mikrotropfen verschossen, die durch die Qaephase 
(14) mit hoher Geschwmcfigkert gezieit auf die Sub- 
stratoberflache (13) auftreffen. Das Substrat (13) 
wird durch eine Kryoflussigkeft (15), cfie sich in so 
einem GefaB (16) befindet auf eine Temperatur T 1 
gebracht, cfie in der Regel weit unterhalb des 
Gefrierpunktes des UmgebungslOsurtgsrnittels 
liegt Die Substrat- KQhlanordn ung wird so mit der 
M i krotropf enschu Bvorr ichUi ng (11) kalforiert, da 6 ss 
die Mikrotropfen beim Auftreffen auf cfie Substrat- 
oberflache (13) anhaftend gefrieren, onne daB die 
Mikritropfen zerplatzen und wesentjich an Vblumen 
verBeren Je tiefer die Temperatur T 1 gewahlt wird, 
umso rascher erfolgt auch der Gefriervorgang der 40 
im Tropfen beflndltehen Zefle. Dieser Prozess kann 
zusaizlich noch uber (fie Mftrostrukturierung der 
Substratoberf Iflche beelnfluBt werden (z.B. Vergro- 
Berung der Oberf lache). 

Bel TropfengrdSen (NahrlGsung) von etwa 50 4S 
urn Durchmasser erfolgt eine AbkQhlung auf ca.- 
100 °C bei einer Temperatur T 1 = -196 °C im ms- 
Bereicfi und schneller. Damit lessen sich fur die 
Kryokonservi erung von Zellen nahezu aDe Tempe- 
naturprogramme, die bisher angewendet werden, so 
mittele der Variation der Substrat! emperatur T 1f 
aber auch der Oberf lach ertstruktur und Eigenschaf- 
ten (T-Leitfahjgkert) verwirkfichea 

Um die Mikrotropfen und damit auch die zu 
konservfierenden Zellen in arrayartigen Anordnun- ss 
gen aufzubringen, wird entweder das Substrat (13) 
oder/und die MikrotropfenschuBvonichtung (11) 
zuelrtander verschoban oder aber werden die 



Mikrotropfen wahrend des Fluges durch die Gas- 
phase abgelenkt 

Nach dem Aufbringen der Mikrotropfen wird 
das Substrat (13) auf eine Temperatur T 3 gebracht, 
bei der es wetter bearbeitet. z.B. rrdttels einer 
mechanischen Bearbeitungsmittels (1 7), Oder Tem- 
peratur T 2 gelagert werden soO. In der Regal ist das 
die Temperatur der Kryobanken, wie sie ubficher- 
wetse fOr die Zel lag erung Anwendung ftndet (-80 
bis -273'C). 

Beim Auftauen kann wiederum die skizzierte 
Vbrricrrtung in der folgenden Modifizierung verwen- 
det werden: Statt des Kuhlmittets(i5) wird das Sub- 
strat (13) entweder durch eine cfirekt anhaftend e 
Vbrrichtung (Thermistor Oder anderes lokales Heiz- 
eJement) Oder uber eine warme Russigkert auf eine 
Temperatur T1 gebracht cfie in der Regel oberhalb 
des Gefrierpunktes der Umhullungsiosung liegt. 
Der ProzeB der Erwflrmung kann durch Aufschie- 
Ben von warmen Mikr o tropfen aus der Mikrotrop- 
fenschuBvomchtung (11) unterstfJtzt werden (z.B. 
NahrlOsung). In Frage komman jedoch auch and ere 
Erwarmungsarten, bis hin zu Mfcrowelten, Infra- 
rot(laser)strahlung. oder induktives Helzen des 
Substrates. Auch dieser ProzeB kann in gut steuer- 
baren Etappen, und falls erforderiich, in sehr kurzer 
Zeit absofviert werden. 

Die folgenden Rguren 2 bis 16 zeigen mikroskopi- 
sche Ausschnirte der Substraioberflache in Schnitt- 
ansichten. Die Abmessungen der dargestelrten 
Stoiktu ren betragen einige Mikrometer bis zu eini- 
gen Millimeter n, vorzugswetse einige 10 Mikrome- 
ter. Sie konnen aber auch im Submikrometer- 
bereich liegen, z.B. fur die Anwendung bei Makro- 
molekQIen. 

Rgur 2, Figur 3 und Figur 4 sfnd Darstellungen 
moglicher Anordnungen von Mikrotropfen 
(22,31,44) auf der Substratoberflache (23,32,41). 
Rgur 2 zeigt ein quadraiisches Array mit Jewells 
zueinander getrennt aufgebrachten Mikrotropfen 
(7*7=49) (22) in den en sich Jeweife eine Zelie (21) 
befindet Rgur 3 zeigt ein Array von 8 Viereraggre- 
gatan sich beruhrender Mikrotropfen (31) mit 
jeweOs einer Zeile. Rgur 4 zeigt zwei Viereraggre- 
gate und ein en EinzeHropfen (44) zwischen Struk- 
turelemarrten (42,43), die der Vermessung oder 
mechanischen Abgrenzung dSenen. Die mit (43) 
bezeichneten Elemente konnen Z.B. EJektroden 
eein, die auch im tiefgefrorenen Zustand Me8st- 
gnaie lief em. Die mit (42) bezeichneten Elemente 
kOrtnen z.B. TemperaturfQhler sein. Die GrOBe der 
dargestelrten Elemente Begen im Submikro- und 
Mikrometerbereich. 

Rgur 5 zeigt ein Substrat (S3) onne Oberflachen- 
strukturierung Im Schnitt Es term sich dabei um 
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einen Qlas-, Ptastik-, Kerarrtik-, HalWeiter- Oder 
MetaMrager handeln. Die aufgeschossenen Mikro- 
tropfen (51) enthalten jeweils eine Zelle, eine ZeJI- 
organelle oder ein Zeflaggregat (52). Je nach 
gewflhlter Temperatur Tt wird der Mikrotropfen von 5 
seiner ureprungBchen Form abweichend gefrieren. 
Erfindungsg emfi 6 karm nach Posrtionierung der 
Mikrotropfen ein Vakiiumbearbertungsschritt durch- 
gefOnrt werden, bei dem cfie Substratoberflache mit 
den Tropfen ein em Unteidruck ausgesetzt wird, der jo 
80 ausgewahtt ist daB das U mn ul! imgsl&su ngsmit- 
lei je nach der Temparatur T 1 schrrttwerse abdamp- 
fen oder subtimieren kann. 

Rgur 6 zeigt ein Substrat (63) im Schnitt mit Mikro- 15 
strukturierungen (etwa tropfengroBe Vertiefungen 
(61)), in die jeweils ein Mikrotropfen (62) aufge- 
schossen word en ist 

Rgur 7 zeigt eine Anordnung, wie sie in Rgur 6 20 
beschrieben ist (Substrat (73). Mkrotropfen mit 
Zelle (72)). bn Unterschied zu cben Ist hter ein 
zwerter Mikrotropfen (71) auf jeden Mikrotropfen 
aufgeschossen worden. Dieser Tropfen (71) kann 
eine Zelle enthalten, bzw. auch aus einem anderen 25 
LOsungsrrdttel bestehen. Je nach Tiefe der Struklu- 
rierung Oder Wahl der Temperatur T 1 kormen zwei 
oder mehrere Mikrotropfen ubereinander ptaziert 
werden. Es lessen sich TropfensauJen von bis zu 50 
Tropfen erzeugen, die in gefrorenem Zustand 30 
mechanisch stabil bleiben. 

Rgur 8 zeigt einen Schnitt durch eine stark struktu- 
rierte Oberflache (85), in der en Vertiefungen sich 
Mikrotropfen mit ZeDen (83) zwtechen Elektroden as 
(84) befinden. Auf den Stegen (81) sind eb onfalls 
Mikrotropfen mit gleichartigen oder unterschiedli- 
chen ZeJIen (82), Z.B. in einer anderen L6sung auf- 
gebracht Diese Anordnung entspricht schon in 
ihren Grundzugen einem vorbereiteten Test chip, 40 
wie er fur das Pharma- oder Schadstoff- Screening 
verwendet werden kann. Erst nach dem Auftauen 
und dem Aufbrtngen eines die gesamte Oberflache 
benetzenden LOsungsmittels treten die beiden Zei- 
larten in Kbntakt bzw. werden aktiviert. Die Zell- 45 
Zell-Wechserwirkungen werden uber die Mikroele- 
mente (84) detektiert 

Rgur 9 zeigt den Schnitt durch ein Substrat (93) 
mit Vertiefungen, die durch WaJle deftnierter HGhe so 
(94) begrenzt werden. Die wane sind so f tech, daB 
ale Mikrotropfen (91) uber die Oberf techeneben e 
(Strichellinie) des Substrates (93) mit einem Teil 
(92) herausragen. Letzterer kann z.B. mitt els mikro- 
mechanischer Vbnichtungen (Ahnltch einem Mikro- ss 
torn) im tiefgefrorenen Zustand abgetrennt, 
abgefrast, abgeschnrtten oder aber auch mit Hilfe 
eines Laserstrahles abiatiert oder abgesprengt 



werden. Dabei kann es durchaus erwunscht sein, 
auch Teile des ZeJBnnere freizuiegen, Material auf- 
zubringen (z.B. genetisches), Material abzutragen 
(z.B. den Zellkem) und/oder durch werters Aufbnn- 
gen, z.B. von Lipid en , Folymeren u.A. die Voraus- 
setzungen zu schaffen, die Zeflen wahrend und 
nach dem Auftauen wieder zu verschlieBen, ggf. 
auch unter Betoehartung der Vrta&tflt der Zetlen. 
Dieses Verfahren ist neben anderem ate Ausgangs- 
punkt fDr eine Tieftemperatur-Zytocrururgie zu 
betrachten. 

Rgur 10 zeigt den Schnitt durch ein Substrat (103) 
mit Vertiefungen, in denen sich jeweils ein Mikro- 
tropfen (101) mit Zeile (102) befindet Das System 
ist mit einer Schicht (104) uberdeckt Das k&nnen 
sehr dOnne FOme (mdekulare Abmessungen) sein. 
cfie der mechanisch en Stabflisierung, der Beein- 
fkissung der LAsungszusammensetzung beim Auf- 
tauen, ate Verdunstungschutz Oder aber der 
Herausbfldung einer GrenzMache (hy*ophil/hydro- 
phob) dienen. Es kann jedoch auch ein Material 
sein, mit dessen Hilfe nach dem Auftauen die Zel- 
len an einem dOrmen Film (104) haftend entnom- 
men werden konnen. Deswerteren sind Schichten 

Rgur 1 1 zeigt den Schnitt durch ein Substrat (1 13), 
bei dem schichtformig Mikrotropfen (111) mit 
jeweils einer Zeile (112) aufgebracht und mit 
Schichten (111, 115, 116) bedeckt werden. Es 
kann sich hierbei urn gleichartige Oder unterschied- 
liche Schichten, Mikrotropfen oder ZeDen handeln. 
Dieses Verfahren dient z.B. dem nachtrflglichen 
Aufbrtngen von Kryoprotektanten fur den Auftau- 
prozess. Da diese Substanzen hflufig zeflschadi- 
gende Wirkungen entferten und erst beim Auftauen 
ben&tigt werden, karm im tiefgefrorenen Zustand 
noch keine Wechselwirkung mit der Zeile auftreten. 
Auf cfiese Weise lassen sich hohere Oberiebensra- 
ten der Zeflen erreichen. 

Rgur 12 zeigt den Schnitt durch ein Substrat (123) 
mit einer Vertiefung, in die ein Mikrotropfen mit 
Zelle (1 22) aufgebracht wurde, nach dem Auftauen. 
Die Zelle (122) wird Qber die Elektroden (124), die 
uber eine Isolierschicht (125) zueinander elektrisch 
tediert sind, in einem Feldkafig in freier LOsung 
(121) levitiert und ggf. vermessen. Mit ahnlichen 
Mikroelementen lassen sich die Zell en nach dem 
Auftauen auf dem Substrat bewegen oder in deft- 
nierter Position ha! ten. 

Rgur 13a zeigt in vergrOBerter Schnittdarsteiiung 
eine Grube in einem Substrat (131), in der sich ein 
Mikrotropfen (133.134) befindet in dem eine Zefle 
(132) in tief gefrorenem Zustand kryokortserviert ist. 
Bei einer geeigneten Temperatur unterhalb des 
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Gefrierpunktes der UmhOllungslosung und evt der 
ZeOe kann mil einem mecharrischen oder anders 
gearteten Mikroschnaldegerdt (planer Schtertkor- 
per) cfie Tropfenkappe und etn Tefl der Zelle 
(134,135) abgehoben warden. Die HOhe des 5 
Scnnittes wird dutch die Tie! e der Grube beebmmt 
Die GrflBenordnung der Schnittflache, zum Belspiel 
einer biologischen Zelle, kann typischerweise 
einige pun 2 belragen. Es sind jedoch auch Weinere 
Offhungen oder Ofmungen im Bereich 10 bis 100 70 
jim? denkbar. Im einfachsten Fafl wird die entlernte 
Tropfenkappe verworfen und eine oder mehrere 
dunne Schichten auf cfie Schnittoberf lache aufge- 
bracht, wie es in Rgur 13b dargestellt ist Die 
Oberfiftche der Zelle wird etwas Dber die Begrerv 75 
zung derseiben, mit einer Losung (136) bedeckt, 
die z.B. lipophile Eigenschaften aufwelsen kann 
Oder einer Lipidbi- oder multilayer entspncnt Es 1st 
ebenfaDs moglich. dOnne Rime entsprechender 
Substanzen dicht schOeBend. bkaJ oder brellf Ifichlg 20 
aufzubdngea Zur weiteren Stabilisierung der 
Schlchtenfolge beim Auftauen kOrmen weitere 
Schichten (137), z.a auch in hydrophiler-hydropho- 
ber Folge, aufgebracht warden. Das Aufbringen der 
Schichten und Losung en kann mittels der bereits 25 
beschriebenen M fcrotrcpf enschu Bvorrichtu ng en 
ertolgen, aber auch durch Aufnebatn. Niederschlag 
aus der Gasphase etc. bewerkstelligt werden. Auf 
diese Weise 1st eine artgemessene Dosierung und 
partielle Bedeckung gewahrleistet Beim Auftauen 30 
trttt Qber die Wechsetwirkung bzw. Durchdringung 
der Schichten ate auch die gestaffeften Auftautem- 
peraturen eine Stabilisierung der Qrenzflachen em, 
so daB die vorher mechanisch geotfneten Zeflen, 
unter Beibehaltung threr Vitality verschloeeen wer- ss 
den. 

In Rgur 13c 1st neben den in Rgur 1 3b genannten 
Schichten (136,137) zuvor ein Mikrotropfen (138) 
auf die geoff nete Zeltoberi laxhe oder in deren Nahe 40 
gebracht worden, der eine Substanz enthaJt cfie In 
den ZeJfmetabolismus geiangen soli. Das kormen 
genetisches Material, MaJeomoIekflle, MarWe- 
rungssubstanzen, Isotope aber auch kunstliche 
KOrper son. 4s 

Rgur 1 3d zeigt das Aufbringen eines Losungstrop- 
fens (138), wie er in Rgur 13c beschrieben 1st 
Danach wind die gesamte Oberl lache des Substra- 
tes mit einer Losung (136) bedeckt, die auffriert und so 
beim Auftauen die geordnete Verbindung zu der 
danach aufgesetzten Zeflkappe (135) und den 
ursprOngGchen Tefl des Mikrotropfens (134) her- 
stent ADe Schritte eridlgen im get rorenen Zustand, 
wobei in der RegeJ Temperaturen unter -80*0 ss 
zweckmaBtg sind, da hier kein migratorisches 
Wachstum von Eiskristallen mehr erfolgt 



In Flgur 14a ist das Abheben ernes grOBeren Teiles 
(144) einee auf gef rorenen Mikrotropfens(143) und 
der dann befftdOchen Zelle (142, 145) gezeigt Die 
Schnitthohe wird durch die HOhe des WaDes (141) 
festgelegt auch die Zellwand und Membran (146) 
wird mikroskcpisch fein durchschnitten. Im Unter- 
schted zu Rgur 13 wird hier jedoch der abgaho- 
bene Tail (144,145,146) nicht verworfen. sondem 
zum Aufsetzen auf einen anderen, ahnfich beharv 
derten Mikrotropfen waiter verwendet. Das Resuttat 
einer sol Chen Manipulation aus zwei ZeDteaen 
(142.147) und Tropfenteilen (143.148) ist In Rgur 
14b im Schnrtt gezeigt Zum besseren Verschmel- 
zen b eider Tefle kann es erforderlich werden. wei- 
tere Schichten an der Verbindungsl lache b eider 
Mikrotropfen vor dem Aufsetzen aufzubringen. die 
das VerschlieBen evt verbfefbender Offrtungen 
bewerkstefligen (hier nicht dargestellt). Die ellipti- 
schen Kreise In den Z el I en. veranschaulichen Zell- 
organeJIen. 

Rgur 14c und d veranschaufichen zwei weitere 
Manipulationsarten von zeObiologischer und medi- 
zinischer Relevanz. Einrnal die Entfemung eines 
Mikrovofumens (149a) aus dem Zeil material und 
das EinfOgen einer Organelle, eines kQnsUichen 
Korpers Oder eines anderen Zellkompartiments 
(149b). Zum anderen die Entfemung eines Zetl- 
tompartiments (hier dargesteltt als Entfemung des 
Zellkernes (149c)) und Ersatz des entfernten Vblu- 
mens durch eine fremde Substanz (149d). die in 
der Reg el physioJogisch vertraglich sein sol It e oder 
auch anderen zelluJaren Ursprungs sein kann. Es 
term sich dabei aber auch urn einen FestkOrper. 
Oder ein Oasraum handein, der vom Zeliirtnenraum 
nach dem Auftauen toleriert wird. Anwendungsge- 
biete dieser Manipulationsverfahren sind die Gene- 
tik, Molekularbiologie. Btotechnotogie und Medizin. 

Rgur 15a veranschauScht das Offnen einer Zelle, 
wie bereits beschrieben, die Entnahme eines Tefles 
des Zellmatenals und das Einfugen anderen Mate- 
rials (157) und einer kompletten Zelle (156), z.B. 
einer Bakterienzelle, einzefligen Alga Mit (158) 
sind cfie ZeBorganellea mit (152) der Zellkorper, mit 
(153) der Tropfentefl auf dem Substrat mit (151) 
der Wall des Substrates und mit (155) der abge- 
trertnte Ze&teil, mit (154) der abgetrennte Tropfen- 
teil bezeichnet 

In Rgur 15b ist veranschaulicht, daB die Vedet- 
zurtg- und Beruhrungsfldche zwischen zwei auf 
diese Weise aufeinandergesetzten Tropfen- 
(153,159) und Zelfteilen (152a, 152b) sehr Weinfia- 
chig sein kann (Mikrometer- oder soger Submikro- 
meterbereich). Ziei dieser Manipulation ist die 
Bildung eines Zellpaares. eines Zellfusionates 
(nach dem Auftauen), oder einer temporflren oder 
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dauerhaften Zellverbindung. Anwendungen fiegen 
vor aDem in der Hybrictornatechriik. 

Flgur 16a zergt das Reeultat der fotgenden Verfah- 
rensschritte frn Schnittbild: Tropfenmaterial (162) 5 
wird auf die bereits beschriebene Weise oberhalb 
des Substrates (161) entfernt allerdings so, da (3 
cfie ZeJtoberfiache freigelegt aber nicht verietzt wind. 
Auf die fretgelegte Ftftche der ZeJle (163) werden 
lokaJ feinst doslert MateriaOen (165) aufgebracht. io 
z.B. durch gezierten MikrotropfenbeschuB und 
augenbiickllches Auffrieren. Diese Materia! I en kftn- 
nen genetische Molekule, BirxJungsproteine, 
Enzyme, MarkBrmolekuie, Salze etc. enthaiten, die 
wahrend Oder nach dem Auftauen an der Oberfia- 15 
che ankoppeln, anhaften oder in die Zeile Oder cfie 
wandnahan Bereiche eindringen sdien. Zur Stabili- 
sierung und Unterstutzung der Auftauprozesse 
kann es erforderlich sein, weitere ScHcrrten (hier 
mit (164) bezeichnet), auch in groBerer Dicke, auf- 20 
zubringen. Auch mit dies en Verfahrensschrftten ist 
one mediziniSGhe, biotechnologische oder umwett- 
sensortechnische Anwendung angestrebt So Kann 
sich die Zeile in einem Sensorchip befinden und cfie 
Testung dee Einf luBes von UmweHnoxen nach dem 25 
Auftauen verfolgt warden. In dem Zellparameter 
gemessen warden, in diesem Zusammenhang ist 
nochmale zu erwahnen, daB die genannten Pro- 
zesse auch durch Hohlraume unterstOtzt werden 
konnen. cfie durch Bruckenbiidung uber dem Trop- 30 
fenmaterial oder der Zeile erzeugt werden. 

Rgur 16b veranschauficht einen werteren Verfah- 
rensschritt zur Bearbe'rtung ernes Mikrotropfens 
(162) und der darin befindlichen tiefgefrorenen ss 
Zeile (163). Genutzt wird der Umstand. daB ein auf 
das tiefgefrorene Tropfen- oder Zeil material aufge- 
schossener FlOssig kertstropfen (166) nicht gefriert, 
ohne einen T&\ dee gefrorenen Materials (163, 
162), auf das ertrrfft, kurzzeitig zu verflussigen. Wie 40 
groB cfieser Materialbereich (167) wird, hangt von 
der Substrattemperatur aber auch von der Tropfen - 
temperatur und den vbiumina balder Mikrotropfen 
ab. Bei sehr tiefen Temperaturen des Substrates 
und Temperierung des Mikrotropfens (166) nafie 45 
dem Gefrierpunkt, iiegt der Auftaubereich (167) in 
molekuiarer Dimension, bei Substratternperaturen 
etwas unterhalb des Gefrierpunktes und hohen 
Mikrotropfenternperaturen, bei wassrigen L&sun- 
gen bis zu 100 °C, sind es mikrostapische Dimen- so 
stonen, bis hin zur S u b s U atob erfiache. Beides wird 
genutzt, um in definierter Weise Mischphasen, 
molekuJare und mikroskopische Urnstrukturierun- 
gen oder Anheftprozesse auf der Substratoberfia- 
che zu bewerksteiligen. 55 

Die hier am Beispiel biologischer Objekte ertauter- 
ten Verfahrensschritte und Vorrichtungen kflnnen eben- 



falls auf dem Gebiet der mikrotopografisch, 
multikompartirnerrtierten Reaktion scheme angewendet 
werden. 

Paten tanspruche 

1. Verfahren zum Kryotonservi eren und zur Tieftem- 
peraturbehandlung von rnikroskopischen Objekten, 
insbesondere bioiogischen Objekten, von ZeJIver- 
banden, einzetnen Zellen oder Zellbestandteilen, 
auf Substratoberflachen mit den Schrftten: 

Einbringung der Objekte in mindestens ein Vor- 
ratsreservoir mit einem UrnhullungslGsungs- 
mittel, 

Fuhrung der Objekte von dem mindestens 
einen Vorratsreservoir auf ein die Substrat- 
oberfiache bildendee, temperierbares Sub- 
strat-Target der Temperatur T t , und 
- iagefixiertes Anhaften der Objekte auf dem 
Substrat-Target 

dadurch gekennzelchnat, daB 

bei der Fuhrung die Objekte vom Umhullungslo- 
sungsmrttei derart umgeben sind, daB Mikrotropfen 
gebildet werden, wobei die Fuhrung durch eine 
Mikrotropferiplazierungseinricritung erfolgt cfie 
dazu vorgesehen ist, die Bewegung der Mikrotrop- 
fen mit den Objekten zertlich und rfiumiich zu steu- 
ern, und nach dem Anhaften die Targettemperatur 
auf eine Krjnservierungstemperatur T 2 oder eine 
Bearbertungstemperatur T 3 eingesteltt und das 
beschickte Substrat-Target gelagert und/oder bear- 
beitet wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem die Mikro- 
tropf enplaz ierungsei n richtu ng eine Mikrotropfen- 
schuBeinrichtung ist und die Fuhrung der Objekte 
durch eine jeweiis von SchuB zu SchuB geanderte 
Ausrichtung der Mikrotropfenbewegung in Bezug 
auf das Target und/oder Bewegung des Targets En 
Bezug auf die MikrotropfenscrnjB&nrichtung derart 
gesteuert wird, daB die Objekte in deflnierten 
Abstanden oder in Mustern auf der Oberfiache 
anhaften. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, bei dem mit 
mehreren MikrotropfenschuBeinrichtungen gleich- 
zeitig oder nacheinander Objekte auf eine Oder 
mehrere Targetsteilen geschossen werden. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, bei 
dem die Temperatur T 1 oberhalb des Get rierpunkts 
von Wasser und Temperaturen T 2 und T 3 im 
Bereich von -2°C bis -273*0 Gegen. 

5. Verfahren gemflB Anspruch 4, bei dem di a Oberfla- 
che des Substrat-Targets vor der Beschickung mrt- 
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te)s einer Mikrotrcpfenscfiu Beinrichtung partiell 
Oder voflstandig mit einem Gel, einer molekularen 
Schicht einer RQssigkeit oder einem Polymer oder 
aber einer VielzaW oder Kombinatron aus diesen 
Qberzogen wind. 5 

6. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 bis 3, bei 
dem cfie Temperaturen T t , T 2 und T 3 im Bereich 
von -5°C bis -273*0 Degen. 

10 

7. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 bis 6, bei 
dem die Objekte und Mikrotropfen wflhrend des 
Ruges auf die Oberfiache des Substrat-Targets 
optisch oder elektrlsch vermessen warden, wobei 

die Auftreffposrtion des Mikrotropfens mit den 75 
Objekten in Abhflngigkeit von den bei der Vermes- 
sung erhattenen Daten variiert warden kann. 

8. Verfahren gemflB einem der AnsprOche 1 bis 7. bei 
dem die Lagerung und/oder Bearbeitung des 20 
beschickten Substrat-Targets infiOssigem Stickstoff 
oder ahnlichen KryoflOsstgkeften oder deren Gas- 
phasen erfolgt. 

9. Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 8, bei dem 2s 
das gesamte Verfahren oder auch einzeine Arbeite- 
abschnrtte bei vom Normaldruck abwetcrtenden 
Drucken erfoigen. 

1 0. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 bis 9, bei so 
dem das beschickte Substrat-Target vor der Lage- 
rung und/oder Bearbeitung mit werteren dunnen 
Schichten Qberzogen wird. wobei cfie dOnnen 
Schichten z.B. durch mit einer MikrctrcpfenschuB- 
einrichtung aufgebrachte gefrorene LOsungen as 
gebitdet oder beisplelsweise durch Vernebeln, Auf- 
sputtem in einer Gasphase oder tsfiederscrdag im 
vakuum z.B. eines metaJiischen Materials, erzeugt 
werden. 

40 

11. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 bis 10, 
bei dem die Objekte im aufgebrachten Zustand 
gefriergetrocknet werden. 

12. Verfahren gemflB einem der AnsprOche 1 bis 11, 45 
bei dem mehrere Mlkrotropfen mit oder ohne Zel- 
len, g lei cher oder verschiedener Zusammerv 
setzung Obereinander pfaziert und angefroren oder 
nebeneinander aufgebracht werden. 

so 

13. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 bis 12, 
bet dem zur Lagerung und/oder Bearbeitung auf 
die Subslratoberflache eine Schicht aufgebracht 
wird, mit der die Mlkrotropfen mrt den Zed en oder 
Teile davon lagefbdert durch Abziehen abhebbar ss 
sind. 

14. Verfahren gemflB einem der AnsprOche 1 bis 13, 



bei dem (fie Zellen vor dem Einfrieren und/oder 
nach dem Auftauen durch Erwarmung des Targets 
bis zu einer Temperatur oberhalb des Gefrierpunk- 
tes der Umhoilungsiosung uber elektrische Peld- 
krafte manipuDert oder schwebend in der 
Umgebungslosung gehaJten werden. 

16. Verfahren zur Tieftemperaturbehandlung von 
rnikrostoptschen Objekten, irtsbesondere biologi- 
schen Objekten von Zellverbflnden. einzelnen Zel- 
len oder ZeJlbestandteilen, auf Substratoberfiachen 
gekermzeichnet durch die Schrrtte: 

lagefixiertes Anhaften der Objekte auf der Sub- 
stratoberliache im gefrorenen Zustand, und 
- Bearbeiten der Objekte durch Entfernung von 
Objekt material. 

16. Verfahren gemaB Anspruch 15. bei dem die 
Objekte biologische Zellen oder Zellverbande oder 
Zellbestandteile umfassen und beim Bearbeiten 
Zellmaterial abgetragen wird. 

17. Verfahren gemflB Anspruch 15 oder 16, bei dem 
cfie Entfernung oder Abtragung von Material ein 
mechanisches Abtragen, eine optische Abbtation, 
ein Gefrieratzen und/bder ein Abdampfen im 
Vakuum umfaBt 

18. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 15 bis 17, 
bei dem in einem weiteren Schritt Zusatzmaterial 
aufgebracht und/oder ausgetauscht wird, wobei 
das Zusatzmaterial synthetischen. genetischen 
oder zelLilaren Ursprungs ist oder dazu vorgese- 
hen ist, beim oder nach einem Auftauen der 
Objekte zu einem VerschiieBen der teilweJse abge- 
tragenen Objekte unter Erhalt ihrer vitafitat zu fOh- 
ren. 

19. Verfahren gemflB einem der AnsprOche 15 bis 18. 
bei dem das lagef bderte Anhaften durch ein Verfah- 
ren gemflB einem der AnsprOche 1 bis 14 erfolgt 

20l Vbrrichtung zum Kryokonservieren und Tieftempe- 
raturbearbeiten von rrrikroskopischen Objekten, 
insbesondere btdogischen Objekten, von ZeDver- 
bflnden, einzelnen Zellen oder Zellbestandteilen, 
auf Substratoberflflchen, gekennzeichnet durch 
eine MfootropfenschuBeinncrttung zum zeitfichen 
und rflumfich gesteuerten AufschieBen von UmhOI- 
lungslosungstropfen mit den von diesen umhoilten 
biologischen Objekten auf ein temperierbares Sub- 
strat-Target das die Stibstratoberflflche bikJet. 

21. Vbrrichtung gemflB Anspruch 20. bei der Bearbei- 
tungsmittel zum Lag em und/bder Manipuiieren der 
aufgebrachten Objekte vorgesehen sind. 
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22. Vonichturtg gemaB Anspruch 20 Oder 21, be der 
das Substrat-Target eine Oberfiachenstruktur 
besrtzt, die insbesondere Mikroalektroden, etektro- 
nische Sensor- Oder Bauelemente, Vertiefungen, 
Erhebungen, DurchbrOche oder KanfiJe oder feine 5 
Strukturen. wie Riffeln, Saulen, Spitzen, Walla, cfie 
die Oberflache vergroBern, mit typischen Abmes- 
sungen im MikrometerOun)- oder Subrrrikrometer- 
Bereich enthalt 

10 

23. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 20 bis 22, 
bei der die Mltactropfenschu Beinrtohtung oderAmd 
das Substrat-Target aus einem HaJWeitermateria! 
bestehen, insbesondere siliriumbasJert sind. 

15 

24. Vorrichtung gemaB einem der AnsprCiche 20 bis 23, 
be! der das Substrat-Target bairn AufschieBen eine 
Temperatur T t Ober dem Qefrierpunkt des Wassers 
besrtzt und nach dem AufschieBen auf eine Konser- 
vierungstemperatur T 2 im Bereich von -5°C bis - 20 
273° C abkOhfbar und temperierbar 1st wobei das 
Substrat-Target nach zertiich festgeiegten Tampe- 
raturprograiTvnen abgekuhrt oder/und erwarmt wer- 
den kann und zum BeispieJ durch ein KOhlmitt el- 
Bad, das insbesondere ftussigen Stickstoff enthalt, 25 
oder die Gasatmosphare des KOhlmittel-Bades 
kuhlbarist 

25. Vorrichtung gemaB einem der AnsprOcfie 20 bis 24, 

bei der das Bearbeitu ngsmitteJ eine Mflrotom- 30 
schneide, eine Mikrobohr- und Frasmaschine. 
ein en Laserstrahl Oder ein anderes Element ent- 
hait, mit dem mechanisch, thermisch oder optisch 
Material im tiefgef rorenen Zustand der Mikrotropfen 
oder Zeilen entferrrt Oder abgehoben wird. ss 

26. Vorrichtung gemaB einem der AnsprGche 20 bis 25. 
be! der die Substrattemperalur und cfie Iropfentenv 
peratur unabhangig voneinander eingestelrt wer- 
den konnen und fur den zu schieBenden 40 
Mikrotropfen auch weit oberhaib des Gefrierpunk- 

tes der Tropfenlosung liegen karm. 

27. VcwTichtung zur Tieftemperaturbehandlung von 
mikroskopischen Objekten, insbesondere biologi- 4S 
schen Objekten, Zellverbanden, einzetnen Zeilen 
Oder Zelfbestancfteilen, auf Substratoberflachen, 
gekennzeicfinet durch 

MitteJ zur Bnstellung der Substrattemperalur so 
derart, daB cfie Objekte lagefbriert im gefrore- 
nen Zustand auf der Substratcbe rt lach e anhaf- 
ten. und 

Bearbeitungsrnittel, die zum Abtrag von 
Objektmaterial vorgesehen sind. ss 

28. Vbrrichtung gemaB Anspruch 27, bei der die Bear- 
beitungsmfttel eine Mlkrotomschnekie, eine Mikro- 



bohr- und Frasmaschine, einen Laserstrahl oder 
ein Element enthait, mit dem mechanisch. ther- 
misch oder optisch Material in tiefgef ror en em 
Zustand errtfernt oder abgetragen warden kann. 

2a Verwendung des Verfahrens oder der Vbmchtung 
gemaB einem der AnsprOche 1 bis 28 zur Kryoton- 
servierung von Zeilen fur eine medizi nische, biolo- 
gische, pharmazautische oder arrierwertig 
nutzbare Zeilbank oder zur Hersteiiung von Sub- 
straten ate Testchip, Sensor, Screening-Element in 
der medizinischen Dfagnostik Umwerttechnrk und 
pharmazeutischen Forschung. 

Claims 

1. A method of cryo-preservation and of tew tempera- 
ture treatment of microscopic objects, especially 
biological objects, ceil formations, individual cells or 
cell components, on substrate surfaces with the 
steps: 

introducing the objects to at least one storage 
reservoir with an enveloping solvent, 
- guicfirtg the objects from the at least one stor- 
age reservoir on to a substrate target, whose 
temperature can be controlled, forming the 
substrate surface, at the temperature T 1 and 
effecting posrtionaDy fixed adherence of the 
objects on the substrate target, 

characterized in that during the guiding the objects 
are so enveloped by the enveloping solvent that 
micro-drops are formed, the guiding being effected 
through a micro-drop placement device, which is 
arranged to control the movement of the micro- 
drops with the objects in time and space, and 
after the adherence the temperature Is adjusted to 
a preserving temperature T 2 or a treatment temper- 
ature T 3 and the loaded substrate target is stored 
and/or treated. 

2. A method according to claim 1 , in which the micro- 
drop placement device is a micro-drop firing device 
and the guiding of the objects is so controlled by an 
alignment of the micro-drop movement changed 
from shot to shot relative to the target and/or move- 
ment of the target relative to the micro-oYop firing 
device that the objects adhere to the surface at 
defined distances or in patterns. 

3. A method according to claim 1 or 2, in which objects 
are fired simultaneously or sequentially on to one or 
more target sites with a plurafity of micro-drop firing 
devices. 

4. A method according to any of claims 1 to 3. in which 
the temperature Tt Bes above the freezing point of 
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water and the temperatures T 2 and T 3 lie in the 
range from -2°C to -273°C. 

&. A method according to claim 4, in which the surface 
of the substrate target is partially or completely s 
coated with a get, a molecular layer a liquid or a pol- 
ymer or a plurality or combination thereof before the 
loading by means of a micro-drop firing device. 



the freezing and/or after the thawing by warming 
the target up to a temperature above the freezing 
point of the enveloping solution. 

15l A method of low temperature treatment of micro- 
scopic objects, especially biological objects of cell 
formations, individual cells or cefl components, on 
substrate surfaces, characterized by the steps: 



6. A method according to any of claims 1 to 3, in which 
the temperatures T t , T 2 and T 3 lie in the range from 
-5°C to -273*0. 

7. A method according to any of claims 1 to 6, in which 
the objects and micro-drops are measured optically 
or electrically during the flight on to the surface of 
the substrate target, whereby the point of impinge- 
ment of the micro-drop with the objects can be var- 
ied in dependence on the data obtained from the 
measurement. 

8. A method according to any of claims 1 to 7, in which 
the storage and/or treatment of the loaded sub- 
strate target is effected In liquid nitrogen or similar 
cryo-fiquids or their gaseous phases. 

9. A method according to any of claims 1 to 8, in which 
the whole method or incfividual working stages take 
place at pressures deviating from normal pressure. 

10. A method according to any of claims 1 to 9, in which 
the loaded substrate target is coated with further 
thin layers before the storage and/or treatment 
wherein the thin layers are formed for example by 
frozen solutions applied by a micro-drop firing 
device or are created for example by atomteation, 
sputtering in a gaseous phase or deposition in vac- 
uum of a metalDc material for example. 

11. A method according to any of claims 1 to 10, in 
which the objects are freeze dried In the applied 
state. 

12. A method according to any of claims 1 to 11, in 
which a plurality of micro-drops with or without 
cefis, of the same or different composition, are 
placed one after the other and frozen or are appfied 
beside one another. 

13. A method according to any of claims 1 to 12, in 
which a layer is applied on the substrate surface for 
the storage and/or treatment, with which the micro- 
drops with the cells or parts thereof fixed in position 
can be lifted off by peeling away 

14. A method according to any of claims 1 to 13, in 
which the cells are manipulated or held floating in 
the ambient solution by electrical field forces before 



to - positional )y fixed adherence of the objects on 
the subs t r ate surface in the frozen state, and 
- treating the objects by removal of object mate- 
rial. 

75 16. A method according to claim 15, in which the 
objects comprise biological cells or cefl formations 
or cell components and cell material is eroded in 
the treatment 

20 17. A method according to claim 15 or 16, in which the 
removal or erosion of material comprises a 
mechanical erosion, an optical ablation, a freeze 
etching and/or evaporation in a vacuum. 

25 18. A method accortSng to any erf claims 15 to 17, in 
which additional material is applied and/or 
exchanged in a further step, wherein the additional 
material is of synthetic genetic or cellular origin or 
is provided for occluding the partially eroded 

30 objects with retention of their vitality during or after 
thawing the objects. 

19l A method according to any of claims 15 to 18, in 
which the positionady fixed adherence is effected 
35 by a method according to any of claims 1 to 14. 

2a Apparatus for cryo-preservation and low tempera- 
ture treatment of microscopic objects, especially 
biological objects, cell formations, individual cells or 

40 cell components, on substrate surfaces, character- 
ized by a micro-drop firing device for shooting, 
under temporal and spatial control, enveloping 
solution drops with the biological objects enveloped 
therein on to a substrate target with temperature 

45 control, which forms the substrate surface. 

21. Apparatus according to claim 20, in which treating 
means are provided for storing and/or manipulating 
the applied objects. 

50 

22. Apparatus accorcfing to claim 20 or 21 , in which the 
substrate target has a surface structure which 
includes in particular micro-electrodes, electronic 
sensor or structural elements, pockets, protuber- 

ss ances, apertures or channels or line structures 
such as corrugations, columns, spikes, walls, which 
increase the surface, with typical dimensions in the 
micrometer Qim) or sub-micrometer range. 
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23. Apparatus according to any of claims 20 to 22, in 
which the micro-drop firing device or/and the sub- 
strate target consist of a semiconductor materia), 
especially silicon-based. 

24. Apparatus according to any of claims 20 to 23, in 
which the substrate target has a temperature T 1 
above the freezing point of water during the firing 
and can be coded and temperature-controlled after 
the firing to a preserving temperature T 2 in the 
range from -5°C to -273 °C, wherein the substrate 
target can be cooled or/and warmed according to 
time-determined temperature programmes, and for 
example can for example by cooled by a coolant 
bath, which contains liquid nitrogen in particular, or 
the gaseous atmosphere of the coolant bath. 

25. Apparatus according to any of claims 20 to 24, in 
which the treatment means comprise a microtome 
cutter, a micro-boring and milling machine, a laser 
beam or another element, with which material of 
the micro-drops or cells in the deep frozen state is 
removed or lifted off mechanically, thermaDy or opti- 
cally. 

26. Apparatus according to any of claims 20 to 25, in 
which the substrate temperature and the drop tem- 
perature can be adjusted independently of one 
another and for the micro-drops to be fired can even 
lie far above the freezing point of the drop solution. 

27. Apparatus for low temperature treatment of micro- 
scopic objects, especially biological objects, cell 
formations, individual cells or cell components, on 
substrate surfaces, characterized by 

means for so adjusting the substrate tempera- 
ture that the objects are fixed in position on the 
substrate surface in the frozen state, and 
treatment means which are provided for ero- 
sion of object material. 

28. Apparatus according to dalm 27. in which the treat- 
ment means comprise a microtome cutter, a micro- 
bormg and milling machine, a laser beam or 
another element, with which material in the deep 
frozen state can be removed or eroded mechani- 
cally, thermally or optically. 

29. Use of the method or the apparatus according to 
any of claims 1 to 28 for cryo-preservation of cells 
for a medical, biological, pharmaceutical or other- 
wise usable ceil bank, or for production of sub- 
strates as a test chip, sensor, screening element in 
medical diagnostics, environmental technology and 
pharmaceutical research. 



Revendlcatlore 

1 . Precede de cryoconservation et de manipulation & 
basse temperature d'objets mtooscopiques, en 
s particulier d'objets. cfagglomerations de cellules, 

de cellules indMduelles ou de fractions const tuti- 
ves de cellules biologtques, sur des surfaces for- 
marrt substrats, compr enarrt I es etapes conststant a 



- placer les objets dans au moins un reservoir de 
stockage avec un servant cfenrobage. 

- transferer les objets d'au moins un reservoir de 
stockage sur un recepteur-substrat de tempe- 
rs rature T 1 > susceptible d'etre amene en equfltore 

de temperature, constituartt la surface formant 
substrat, et 

- a maintenir les objets immobilises en position 
sur te recepteur-substrat, caracterise en ce que 

20 tors de ieur transfert, les objets sent 

enveloppes par le servant cfenrobage dans des 
conditions t el les que des rrdcrogouttes sent for- 
meee, le transfert e'etfectuant par I'interme- 
diaire cfun cOsposHrf de placement de 

25 microgouttes qui est prevu pour guider le mou- 

vement des microgouttes portant les objets, 
dans le temps et dans I'espace et en ce que 
acres (Immobilisation en position, la tempera- 
ture du recepteur est f ixee a una temperature 

so de conservation T 2 ou une temperature de 

manipulation T 3 , et en ce que le recepteur- 
substrat charge est stocke et/ou trarte. 

2. Precede seJon la revendicafjon 1, darts I equal le 
35 dispositrf de placement des microgouttes est un 

dispositrf de projection de microgouttes et le trans- 
fert des objets est guide par une orientation modi- 
fies, respectivement dune projection a la projection 
survante, de la trajectoire des microgouttes par rap- 

40 port au recepteur et/ou du emplacement du recep- 
teur par rapport au disposrtif de projection de 
microgouttes, dans des conditions teiles que ies 
objets adherent sur la surface seion des interval] es 
rfecartement determines ou sous la forme de 

45 motifs. 

3. Disposrtif sefon Ea revendication 1 ou 2, dans lequel 
des objets peuvent etre projetes sirrajftanemerrt ou 
successivemerrt sur un ou piusieurs emplacements 

so de reception au moyen de piusieurs dispositrfs de 
projection de microgouttes 

4. Dispositrf selon Tune des revendications 1 a 3, dans 
lequel la temperature T 1 se situe au-dessus du 

55 point de congelation de l eau et les temperatures T 2 
et T 3 se situent dans une fourchette comprise entre 
-2*0 et -273°C. 
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5. Proced6 selon la revenrfication 4, dans lequel la 
surface du recepteur-eubstrat est revetu, avant 
chargement par llntermediaire (fun dispositrf de 
projection de mfcrogouttes, partieUement ou en 
totalite oTun gel. cTune oouche molecuiaira, cfun 
liquide ou d*un polymery ou encore d'une plurality 
ou dtine combirtaison da ceux-d. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 k 3, dans 
lequel las temperatures , T 2 et T 3 se situent dans 
une fourchette comprise entre -5°C et 273°(X 

7. Procede selon rune des revendications 1 k 6, dans 
lequel les objets et les mfcrogouttes sent mesures 
par un precede electrique ou optique durant leur 
course de projection sur la surface du recepteur- 
substraf. I'emplacement dimpact de la microgoutte 
portant les objets pouvant etre modrfi6 en foocbon 
des dortnees recueiiDes lors de la mesura 

8. Procede selon Tune des revenofcations 16 7, dans 
lequel le stockage et/ou la manipulation du recep- 
teur-eubstrat charge s'effectue dans de Tazote 
liquide ou des liquid es cryogeniques similaires ou 
dans leurs phases gazeuses. 

9. Procede selon les revendications 1 a, 8, dans lequel 
r ensemble du procede ou encore des etapes indivi- 
duelles de celui-ti s'effectue(nt) a des pressions drf- 
f erentes de la pression atrrosphenque standard. 

10. Procede selon rune des revendications 1 a. 9, dans 
lequel le recepteur-substrat charge est revetu, 
avant stockage et/ou manipuiation, aTautres cou- 
ches minces, les couches minces etant constitutes 
par example de solutions refrigerees appJiquees au 
moyen d'un cfisposrtif de projection de microgouttes 
ou etant produites par example par nebulisation. 
pulverisation dans une phase gazeuse ou precipita- 
tion sous vide, d'un materiau rnetalfique par exem- 
ple. 

11. Procede selon Pune des revendications 1 a 10, 
dans lequel les objets sont seches par congelation 
dans leur etat applique. 

12. Procede selon l une des revenrJcations 16 11, 
dans lequel plusieurs mfcrogouttes, avec ou sans 
ceHules, de composition identique ou differente, 
sont piacees IXine au-dessus de I'autre et refrige- 
rees ou sont deposees cote 6 cote, 

13. Procede selon I 'une des revendications 1 & 12, 
dans lequel une couch e est deposee sur la surface 
du substrat, pour stockage et/ou manipulation, avec 
taquelle les microgouttes contenant les cellules ou 
des fractions de celles-ci sont susceptibtes d'etre 
deoollees etftxees en position, en tlrarrt 



14. Procede selon rune des revenrJcations 1 6 12, 
dans lequel les cellules, avant leur congelation 
et/ou apres leur decong elation par chauffege du 
recepteur jusqu'a. une temperature se srtuant au- 
5 dessus du point de congelation de la solution 
d'enrobage, sont manipulees au moyen de champs 
electriques ou rnaintenues en suspension dans la 
solution ambiarrte, 

to 1& Procede de manipulation & basse temperature 
tf objets microscopiques, en particulier d'objets, 
cf agglomerations de cellules, de cellules individua- 
tes ou de fractions constitutives de cellules btologi- 
ques, sur des surfaces tormant substrats, se 

is caracterisant par les etapes consisiant 6 : 

fairs adherer avec immobilisation en position 
les objets sur la surface tormant substrat 6 
I etat refrigere, et 
20 - trarter les objets en retirant la substance cons- 
titutive des objets. 

16. Procede selon la revendication 15, dans lequel les 
objets englobent des cellules ou des agglomera- 
2s tions de cellules ou des fractions constitutives de 
cellules biotogjques et lors de la manipulation 
duqueJ de la substance constitutive de cellules est 
prelevee. 

30 17. Procede seton la revendication 15 ou 16, dans 
lequel I 'enlevement ou le preJevemerrt de subs- 
tance englobe un prelevement mecanique, une 
ablation optique, une attaque caustique par conge- 
lation et/ou une evaporation sous vida 

35 

18b Procede selon rune des revendications 15 a 17, 
dans lequel, dans une autre etape, une substance 
cfepport est deposee et/ou echangee, la substance 
cTapport ayant une origine synthetique, genetique 
40 ou ceJtulaire ou etant prevue pour reallser, apres 
une decong elation des objets, un seel lament des 
objets partieilement preleves tout en leur conser- 
vant leur vitalrte. 

45 19. Precede selon rune des revendications 15 & 18, 
dans lequel le main ti en en position ffrtmobilisee 
s'opere a raide d'un procede selon rune des reven- 
dications 1 a 14. 

so 20. Disposftif de cryoconservation et de manipulation a 
basse temperature d'objets microscopiques. en 
particufier d'objets, d agglomerations de cellules, 
de ceBules indrvidu elles ou de fractions constituti- 
ves de cellules bictogjques, sur des surfaces fdr- 

ss mant substrats. caracterise en ce qu'fl comprend un 
dispositrf de projection de microgouttes destine a. 
Pappfication contrdiee dans le temps et dans 
respace de gouttes d*une solution d'enrobage avec 
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les objets biologiques enfermes dans celles-ci. sur 
un recepteur-substrat susceptible d'etre amend en 
6qm*nbre de temperature, qui ccnstrtue la surface 
tormant substrat. 

21. Dispositif selon la revindication 20, darts tequel dee 
moyens de manipulation pour le dockage et/cu la 
manipulation des objets deposes sont prevus. 

22. Dispositif selon la r syndication 20 ou 21, dans 
lequel le recepteur-substrat possede une structure 
superfidefle qui oomprertd notamment des microe- 
lectrodes, des 61 6m en is de detection ou des com- 
posants eJectroniques, des depressions, de 
protuberances, des solutions de continuite ou des 
canaux, ou des structures fines teltes que des rayu- 
res, des colon nes, des point es, des remblals, qui 
agrandissent la surface, dont lee dimensions sont 
cTun ordre micrometrique (um) ou submicrometri- 
qua 

23. Dispositif salon I "une des revendications 20 a 22, 
dans lequei le cfisposrtif de projection de rracrogout- 
tes et/ou le r6cepteur-substrat sont farts d*un mat6- 
riau semi-conducteur, et sont notamment a base de 
sflicium. 

24. Dispositif selon fune des revendications 20 a 23, 
dans lequel le recepteur-subsirat se trouve. tors de 
la projection, a une temperature T1 superieure au 
point de congelation de Teau et apres la projection 
est susceptible d'etre refroidfi et maintenu a une 
temperature de conservation T2 se situant dans 
unefotirchette de -5°C a -273°C, le recepteur-subs- 
trat pouvant fitre refroiol et/ou rechauffe survant des 
programmes de regulation de temperature fixes 
dans le temps et etant susceptible d'etre refroidi par 
example par un bain de ftuide frigorigene, qui ren- 
ferme notamment de I'azote liqutde, ou ratmos- 
phere gazeuse du bain de ftuide frigorigene 



27. Dispositif de manipulation a basse temperature 
rf objets nn'croscopiques, en particufier cTobjets, 
rf agglomerations de cellules, de cellules indrvidueJ- 
les ou de fractions constrtutives de cellules bkrfogi- 
5 ques, sur des surfaces formant substrats, 
caractense en ce qu'd oomprertd 

- des moyens permettant de regler la tempera- 
ture du substrat dans des conditions tefles que 
io les objets erfierent. Immobilises en position, a 

I'etat congeie sur la surface du substrat et 
des moyens de manipuiation qui sont prevus 
pour le preievement de matiere constitutive des 
objets. 

15 

2a Dispositif selon la revendicaton 27, dans lequel les 
moyens de manipuiation comprertnent une lame de 
microtome, une microperceuse ou une micfofrai- 
seuse, un rayon laser ou un autre element par 
20 lintermediaire desquels des fractions de substance 
peuvent etre preievees dans ou retirees des micro- 
gouttes ou des cellules, a I'etat congeie ft tres 
basse temperature, par voie mecanique, thermique 
ou optfque. 

25 

29. Mise en oeuvre du proc6d6 ou du dispositif selon 
Tune des revendications 1 a 28 pour la cryoconser- 
vation de cellules destinees a une banque de cellu- 
les utflisable a des fins medical es, biologiques, 
so pharmaceutiques ou autre, ou pour la fabrication de 
substrats sous la forme de micropJaquertes d'essai, 
detecteur, element de ffttrage pour retabJissement 
des diagnostics medicaux. la technique de r envi- 
ron nement et la recherche pharmaceutique. 

35 
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25. Dispositif selon rune des revendications 20 a 24, 
dans lequel les moyens de manipulation compren- 
nent une lame de microtome, une microperceuse 
ou une microfraiseuse, un rayon laser ou un autre 45 
element, par rintermediaire desquels des fractions 
de substance sont preievees dans ou retirees des 
rrdcrogouttes ou des cellules, a I'etat congeie a tres 
basse temperature, par voie mecanique, thermique 
ou opttque. so 



26- Dispositif selon rune des revendications 20 a 25, 
dans lequel la temperature du substrat et la tempe- 
rature des gouttes peuvent etre regiees indepen- 
damment Tune de I'autre et, pour les microgouttes a 55 
projeter, pent se situer egalement bien au-dessus 
du point de congelation de la solution constitutive 
des gouttes. 
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Fig.1 
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Fig.l4b 
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Fig. 14 c 




Fig.14* 
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Fig. 15b 
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